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リパーゼ(EC3.1.1.3)反 応の特徴 は、 油 と水 の ような常温 で二相 をなす不均一
な系 で作用す ることであ る。 リパーゼ活性 は基質 の存在状態 によって異 なる。 リ
パーゼ蛋 白 は疎水界面 に親和性 を有 し、 ブタす い臓 リパーゼの ように界面認識機
能 を もつ もの も知 られて いる・n。 本研究 は リパーゼ反応 の解析 を行 い、 不均一
系 の酵素反応 を解 明する一端 を担 お うとす るもので ある。
リパーゼの反応 は、 油脂分解 のみな らず エステル合成、 エステ ル交換及 びラセ
ミ体 の光学分割 に利用 されてい るω。 リパーゼ を用 いる リアクタ ーは不 均一系酵
素反応 の好適 の研究材料 である。 本研 究 は、 中度高温領域 にお ける耐熱 性 リパ ー
ゼ を、 油化学工業 の基幹 プロセ スであ る トリア シル グ リセ ロール分解及 び合成 に
応用す るための基礎的 な研究 を取 りま とめた もので ある。
第1章 耐熱 性 リパ ーゼの探索
(1-1)60℃ 付近の中度高温領域 に最適反応性 を もつ耐熱性 リパーゼ が製造 さ
れれば、 工業的油 脂分解 原料 と して広 く使用 され てい る牛脂等 の融点 の高 い油脂
の分 解 に応用 され る。Fig.1に 示 す ように、60-70℃ で油脂 を効率 よく分解す る
高温 反応性の耐熱性 リパ ーゼを生 産す るPseudomonas幽var.よ 幽
を分 離 した。 この リパーゼ による油脂分解率 を向上 させ るためには塩化 カル シウ
ムの添加が必要で あった!㌔
(1-2)油 脂分解反応 液 に塩化 カル シウムを添加す ると、 脂肪酸 の回収 を困難
にす る。 牛脂を単一炭素 源 として分離 した 微生 物の培養液9m1、 お よび牛脂1.5g
の ほか は塩化 カル シウムの ような補助因子 を用 いない反応液 によ る、 反応経過曲
線 を比較 してPseudomonasfluorescensbiotypeIを 選択 した。 本菌の リパーゼ
を用 い ると油脂分解率 は、70℃ にお いて も90%以 上を示 した。Table1に 示す ご と





ない リパーゼで あることが明 らかで あった。2㌔
(1-3)高 温反応性 でか っ油脂分解性の優 れた リパーゼ生産菌株 として 逃湿u-
do皿onas戯 も選択 した。 本菌 の リパーゼ は 最大活性値が高 く、Fig.2に 示
す ように£.fluorescensbiotypeIよ りも、 分解反応の立 ち上が りが早 い反応経
過 曲線 を示 した2⊃。1≧9迦 の リパ ーゼ は油脂分解能か ら見 ると優れ たもの で
あ るが、R.戯 株の あるもの は日和見感染性が あるので、 本菌株が も し日和
見感 染性 が あった場合を想定 し、 バ イオハザ ー ド対策 を検討 した。 本菌株 を閉鎖
系 で培養 し閉鎖系 を解除す ることな く、60℃ 、30分 間維持 す ると、 培養液 中の生
菌 数 はな くなるの で、 微 生物 の遺漏や環境汚染 の心配 はな くなる ことが明 らか に
な った。 しか もこの処理 によって リパ ーゼ は失活す ることな く、 む しろ活性化 さ
れ たb㌔
か くして、 バイオハザ ー ド対策を含 め、 耐熱性 リパーゼ の製造法 を確立 した。
第2章 リパーゼ活性 の評価法
(2-1)初 速度評価法
リパーゼ活性 は乳化基質 を使 う方法 と、 オ リー ブ油や牛 脂を反応液 とともに振
とうす る非 乳化基質 を使 う方法 で測定 す る必 要が あった。Table2の 活性収率 は、
固定化す るために用 いた リパーゼ活性量 に対 す る固定化 リパーゼの活性 を表 して
い る。 同量 の リパーゼ をDowex臨A-1に 固定化 した ものであ るにもかか わ らず、
活性収率が異 なっている。 オ リーブ油 や トリブチ リンは反応液 に溶 けず乳化基質
とな る。 乳化基質 を用 いると活性収率 は1%以 下 と著 しく低 い。 可溶性生産物 で あ
るグ リセ リンで測定 して もこの低 さは解消 しな い。 しか し トリブチ リンと同 じモ
ル数 の トリアセチ ンを用 いると活性収率が著 し く向上 した。 トリアセチ ンは非乳
化 基質で あ る。 非乳化基 質 は連続相 をなす ため基質の内部拡散が改善 され るた め
と考 え られ た3・ω。
(2-2)反 応経過曲線近似法
同 じ基質特異性 を もつ リパーゼを同活性量 用 いて もFig.2に 示す ごと く反応経
過曲線 は リパーゼの起源 によ り違 ってい る。 これ らの現象 を解析す るために反応




な る関係 が あ る こ とを見 い だ した。8は 最 終 分 解 率、 」L・は分 解 率 が 膨2に な るま で
の反 応 時 間 で あ る。 二お よび主の両 逆 数 プ ロ ッ トを と る と直 線 に な り容 易 に旦お よ
び主。を求 め る事 が で き る。 旦/2に な る まで の反 応 経 過 曲 線 がMichaelis遡enten式 に
従 う とす る と、 反 応 の 立 ち上 が り易 さ を示 す 新 しい パ ラメ ー ター で あ る卸 は
主。 昌{一ln[1一(8/2)]}K。/ヱm。x+§ 日旦/2ヱ,。,(2)
と な る。 こ こで 恥 は ミカ エ リス 定 数、 ヱm鋸 は最 大 反 応 速度、 §@は初 期 基 質 濃度 で
あ る。 旦は酵 素 の失 活 定 数、 初 期 酵 素 濃 度、 平 衡 定 数 あ るい は§gな ど の関 数 で あ
っ た4・の。
第3章 リパーゼの固定化 法
連続油脂 分解 を行 うため には固定化 した リパーゼ によって酵素 を反復 使用 しな
ければ ならない。 本研究 はバイオニ クス研究の一環 と して天然 の固定化 リパーゼ
で ある菌体結合 リパーゼ の解析 か ら研 究を開始 した。
(3-1)菌 体固定化法
R.噸var.迦 の生 産す る リパーゼ は硫安 を含 む培地 で培養 す
ると、95%が 菌体結合 リパ ーゼ と して生産 され た。 菌体結合 リパーゼ 生産菌体 を
pH5で70℃ に30分 間維持 し菌体 に リパーゼを固定化 した。 この菌体固定化 リパー
ゼ によ り トリアセチ ン、 トリブチ リンの連続 分解 を行 った。 菌体固定化 リパーゼ
と遊 離の リパーゼ の最適反応温度 はほぼ等 しか ったが、 反応の活性化 エネルギ ー
に著 しい相違 がみ られ た5⊃。菌体結合 リパーゼ を抽 出 した活性量 に対す る菌体固
定化 リパーゼの活性収率 を乳化基質 を用 いて測定 す るとTable3に 示す ように80
-90%で あった。 乳化基質 の粒径 が0.95ミ クロ ン付近 で あったので、2.幽
var.幽 の リパーゼ は、 細胞表 層 に結 合 して いることが推定 された5}。
(3-2)リ パーゼの疎水基 に対す る吸着機構
上記菌体 固定化 リパーゼ による長鎖 の トリア シル グ リセロールの連続 分解 は困
難で あった。 臭化 シア ンで活性化 した アガ ロースに疎水基 を結合 させて、 リパー
ゼの吸着溶出関係 にっいて研究 した。 リパーゼ1ま直鎖状 の脂肪族、 またはベ ンゼ
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ン等 の疎水基 に対 しては、 吸着量 も多 く、pHや 塩濃度の変化で は溶出せず、 界面
活性i剤あ るいは水 と混和す る有機溶媒 で始 めて溶出 した。 シクロペ ンタ ン、 シク
ロヘ キサ ン等 の疎 水基 に対 して は、 吸着量 は前者 と変わ らないが、 イオ ン強度 や
pHを 変化 させ ると溶出 した。 一方分枝状脂肪族 や複素環族 の疎水基 に対 して は吸
.着量 も少 な く・ これ らの疎水基 は吸着 に対 して立体障害を起 こす もの と考 え られ
た6・。}。Fig.3にR.1幽var.迦 の リ、パーゼの アフ ィニテ ィク
ロマ トグ ラフィーを示す7⊃。 当時 は トリア シルグ リセロールのエマル シ ョン粒子
に吸着 した リパーゼを トリ トンX-100で 溶出す るような精製法が報告 され ていた
が'2}、 本研究 によ り 初 めて アフ ィニ テ ィクロマ トグラフ ィーを リパーゼ に適用
す る ことに成功 した。
(3-3)生 産物阻害 を受 けない固定化法
高濃度 の牛脂 を反応 させて最終分解率が高 く、 しか も反応後、 生産物 との分離
も容易 な固定化法 を検索 し、R.fluorescensbiotypeIの リパーゼ をマ クロ細孔
を有 す る弱塩基性陰 イオ ン交換樹脂DowexMWA-1に 吸着 させ、 グルタル アルデ ヒ
ドで強化す る方法 を選択 した8⊃。 この固定化 リパーゼによ ると、 基質濃度が90%
以上 であ って もTable4に 示す ように、 最終分解率 は70-90%と 高 い値 を示 した。
一方固定化 す るために用 いた可溶性 リパーゼ は
、 固定化の際 の活性損失 や立体障
害が ないに もかか わ らず、 基質濃度90%以 上 で は最終分解 率 は40-60%と 低 か った。
2.fluorescensbiotypeIの リパーゼを固定化 す ると 陰 イオ ン交換基の静電的 な
反発 に より、 油脂分解生産物で ある脂肪酸が高濃度存在す るpH4付 近の反応液中
においても、 本 リパーゼの結合 して いる微細環境のpHは 、 最適pHの6付 近 に保 た
れ るためと考 え られ た8・f・ω。
第4章 不均一系 バイオプロセスのイ ンテグ レー シ ョン
バ イオプ ロセス による物質生産 は多 段階 の反応か ら構成 されて いるた め多段階
のプ ロセスを必要 とす る。 その ため全体の収率が低下す る。 多段階のバ イオプ ロ
膨2,J
.H.LedfordandP.Alaupovic,Biochim.】 蟄 旦.越 旦,{櫻 ・132-148
(1975).
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セ スを一体化 し、 収率 を向上 させ るとともに新 たな機能 を付加 したプ ロセスを構
築す る必要が ある。 曝3⊃不均一系 バイオプロセスは基質及 び生産物が分 離 しやす
いため、 生産物 の分離機能 を備 えた連続反応装置 を構築 しやすい。
(4-1)向 流式固定床型油 脂分解 リアクター
非乳化基質を用 いる リアクター として、 前章 のごと くDowexMWA-1に 固定化 し
た£.fluorescensbiotypeIの リパーゼを、Fig.4の ような向流式固定 床型 リア
クタ ーを用 いて、 連続油脂分解 と同時 に油状産物 と水溶性産物 の連続分 別採取 を
行 った3}。 この リア クター は1カ 月間60℃ で連続運転 して も分解率 の低 下 もな く、
運 転中 はグ リセ リンを含む水相 の微生物 によ る汚染 も観察 され なか った。 しか し
その処理速度 は、 著 しく遅 い固定床 内の油水分離速度以下で運転 しなければな ら
なか った。 固定化 リパーゼ表面 の反応物質 の移動速度が遅 いので、 その表面 に反
応物 質が滞留 して外部拡散抵抗 を大 き くしていると考え られ た3・ω。
(4-2)向 流式流動床型 油脂牙 解 リア クター
外 部拡散抵抗を低下 させ ると共 に、 固定化 リパーゼの充填 して あ る反応槽 での
油永 分離速 度を速 め るた めに、 撹絆槽 を設 けた リアクタ ーでの反応 を行 った。 撹
搾 によって生 じる乳化基質 は、 ふ るい板 と静置槽 とで連続相の基質 に し内部拡散
抵抗 を低下 させた。Fig.5の よ うな2.fluorescensbiotypeI由 来の固定化 リパ
ーゼ を用 いた向流 式流動床型 リアクターによ り連続油脂分解 と同時 に油状産物 と
水溶 性産物 の連続分 別採 取を行 った。 この リアクター はTable5の ように水相の
供給速度 を油相 の供給速度 よ り遅 くすれば水相のグ リセ リンの連続濃縮 も可能で
あ った。 本 リア クター は連続分解、 連続分別採取及び連続濃縮処理 をイ ンテグ レ
ー トした実例 であ る3・ω。
(4-3)ト リア シル グ リセ ロール合成 リアクター
弱塩基性陰 イオ ン交換樹 脂 に(3-3)の ように固定化 した ムコール属 の リパーゼ
は、Fig.6の ごと く微 水系 にお いて活性を維持す る性質を有 して いたo,。 この性
質 は塑.幽 お よび逗.皿iehei由 来の固定化 リパーゼ に見 られ たので、 以下
の実験 には、 後者 のLipozymeI鴎0を 用 いた。 遊離の不飽和脂肪酸 を 多 く含 ん




い る高酸価 の米ぬか油 か ら、24時 闇毎 に70-80%の 収率 で36日 間 トリア シルグ リセ
ロール を生 産す る ことに成功 した12,。 リア クターはFig.7の よ うな固定化酵素
反応 と脱水処理 をインテ グ レー トした もので ある。 トリア シルグ リセ ロール合 成
に必要 な化 学量論量の基質 を、60℃ にて 巫.皿iehei由 来 の固定化 リパーゼ酵素反
応 と脱水処理 を同時 に行 った。 収率 を向上 させ るためには最終的 に100pp加 以下 の
水分濃度 にす る必要が あ り、 水分濃度10ppm以 下 の超微水系お いて も 合成反応 は
進行 して いた。
エイコサペ ンタエ ン酸及 びグ リセ リンを、 脱水処理 しなが ら亙.miehei由 来 の固
定化 リパーゼ と反応す ると、80%以 上の収 率 で トリエイコサペ ンタエノイルグ リ
セ ロールが生成 した1n。 アル ミナカ ラムで精製 し ガスク ロマ トグラフ ィーのキ
ャ ピラ リーカ ラム(WCOTCP-SIL88)及 びHPLCカ ラム(ShodexGPCKF-802300x3)で
純 度99%の トリエイコサペ ンタエノイルグ リセロールが得 られ た。 その1H-N服 ス
ペ ク トル をFig.8に 示す。 メ イ ンピークの化 学 シフ トの帰属 も、 ピークの大 きさ
か ら判定 され る水素元素数 もf,gの 大 きさを4と して計算す ると、 これ も理論値 と
ほぼ轡致 した。 本化合物の ような 恥3高 度 不飽和脂肪酸 トリア シルグ リセ ロール
は、 酸化 され易 く二重結合 の異 性化 や移動 が起 こり易 いが、 脱水処理 を インテ グ
レー トした リアクターに よ り高 収率 で合成で きた。 なお 塾一3高度不飽和 脂肪酸 ト
リア シルグ リセロールは市販 されて いるその エチルエステル より消化吸 収が よ く、
しか も 皇一6脂肪酸 トリア シルグ リセ ロール と拮抗す る作用 を有す る機能 性食品 と
して注 目 されてい る。
結論
本研究 は新規 な耐熱性 リパーゼの探 索発見 とともに油脂分解の効率化及 び連続
化 を図 った もので ある。 また、 油脂分 解の逆反応 を利用 して不飽和脂肪酸 を多 く
含 む油脂 の酵素的 合成 を行 な ったもので ある。
60℃ の温 度で牛 脂等 の全 解曲線 を比較 して、 グ リセ リドの αお よび β位 にす べ
て に作用 し、60℃ において長時間使用 で きる耐熱性 リパーゼを生産す るR.世
orescensbiotypeI等 を分離 した。
乳化基質及 び非乳化基質 を用 いた場合 のR.fluorescensbiotypeI由 来の固定
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化 リパーゼ の活性収率 について解析 し、 基質 の内部 拡散抵 抗 を低 下 させ る条件 を
導 いた・ 油脂分解曲線の新近似法 を確立 し、 最終分解率旦 お よび反応 の立ち上 が
りを評価す る新 パラメ ーター主田を導入 した。 工。は最終全解 率旦の1/2に な るまでの
反応 時間で ある。
細胞 に結合 した リパーゼの固定化法 を開発 しその反応解析、 お よびア フィニテ
ィク ロマ トグラフ ィーの技術を リパーゼ反応解析法 に導入 し、 疎 水基 への リパー
ゼの吸着溶出条件 を解 明 した。 これ らの知見 を参考 に して生産物阻害 を受 けない
ような新 たな機 能 を持 った、R.fluorescensbiotypeI由 来 の固定化 リパーゼ を
開発 し市販 され るに至 った。
向流式 リアクタ ーの油 水分離 速度を早 め、 二相 をなす反応物質 の拡散 抵抗 を低
下 させ る条件を解析 し、 撹絆槽 と静置槽 とを一体化 した リアクターを構 築 した。
本 リアクタ ーは連 続油脂 分解、 油状生 産物 と水溶性生産物 の連続分別採取及 び水
溶性生産物 の連続 濃縮 を同時 に行 うこ とを可能 とした。
微水系で活性 を維持 で きる麺 属 由来 の固定化 リパーゼを開発 し、 逗.miehei
由来 の固定 化 リパーゼを用いて エステル合成反応 と脱水処理 を一体化 した リアク
ターによる トリア シルグ リセロ ール、 米ぬか油 および トリエイコサペ ンタエノイ
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Table5._Continuoushydrolysisofoliveoilinfluidizedbed
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審 査 結 果 の 要 旨
リパ ーゼ は 油脂 の 分 解,エ ス テル 合 成,エ ス テル 交 換 反 応 を 触 媒 す る一 群 の酵 素 で あ る。 工 業
的 な 油 脂 分 解 の た め に は,60～70℃ で作 用 す る耐 熱 性 リパ ーゼ が あ る と牛 脂 な どの融 点 の高 い油
脂 の 分 解 に 応 用 可 能 とな る。 本 研 究 者 は,耐 熱 性 リパ ー ゼ 生産 菌 を探 索 した 結 果,Pseudomonas
mephiticavar,lipolytica菌 とPseudomonasfluorescensbiotypeI菌 な らび に 高温 反 応 性 で しか も
油 脂 分 解 性 の 優 れ た リパ ー ゼ の生 産 菌Pseudomonascepaciaを 得 た 。
リパ ーゼ の 反 応 は 油 と水 の二 相 の界 面 に お け る反 応 で あ る。 活 性 測 定 に は乳 化 基 質 を使 う方 法
と,振 と うに よ る非 乳 化基 質 を使 う方 法 とが あ る。 本 研 究 者 は リパ ーゼ反 応 の経 過 を解 析 す るた
めの 新 しい近 似 法 を 確 立 した。 この式 に よ り,リ パ ー ゼ反 応 の最 終 分 解 率 をRと す る と分 解 率 が
R/2に な る ま で の時 間tmを 容 易 に 求 め る こ とが 可 能 とな った 。
連 続 油 脂 分 解 を 行 うた め に 固定 化 リパ ーゼ を 応 用 した 。P.mephiticavar.Iip。lyticaリ パ ー ゼ は
細 菌 表 層 に 結 合 して い る こ とを 明か に し,こ の菌 体 固 定 化 リパ ーゼ を 連 続 分解 に供 した 。 こ の菌
体 固 定 化 標 品 は 長 鎖 の ト リグ リセ リ ドの連 続 分 解 は困 難 で あ った 。 次 い で,ア ガ ロー ス に各 種 の
疎 水 性 基 を 結 合 させ,リ パ ー ゼ の吸 着,溶 出 を行 う親 和 ク ロマ トグ ラ フ ィー に初 め て成 功 した 。
さらに,P.fluorescensbiotypeIの リパ ーゼ を 弱 塩 基 性 陰 イ オ ン交 換 樹 脂DowexMWA-1に 吸 着
させ,グ ル タル アル デ ヒ ドで強 化 す る方 法 に よ り高 濃 度 の 牛 脂 分 解 を 可 能 と した。
不 均 一 系 の バ イ オ プ ロセ ス の連 続 化 のた めP,fluorescensbiotypeIリ パ ー ゼ に よる 向流 式 固定
床 型 油 脂 分 解 リア ク タ ー,な らび に 向流 式 流 動 床 型 油 脂 分 解 リア ク ター を 開発 した 。 後 者 は連 続
分解,連 続 分 別 採 取 お よび 連続 濃 縮 処 理 を 備 え た リ ア ク タ ー で あ る。Mucorjavanicusお よ び
M.mieheiの リパ ー ゼ の合 成 反 応 を 利 用 し,固 定 化酵 素 と脱 水処 理 を備 えた リア ク タ ーを構 築 し,
東 南 ア ジ アで 未 利 用 資 源 とな って い る高 酸 化 の米 ぬ か 油 か ら トリ ア シル グ リセ ロー ル を合 成 した 。
次 い で,エ イ コサ ペ ン タエ ン酸 とグ リセ ロール か ら80%以 上 の 収 率 で ト リエ イ コサ ペ ンタ エ ノ イ
ル グ リセ ロール を 合 成 した 。 この も の は消 化 吸 収 が 良 く機 能 性 食 品 と して も注 目され て い る。
以 上 の結 果,審 査 員 一 同 本 研究 者 に博 士(農 学)の 学 位 を授 与 す るに価 す るも の と認 定 した 。
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